
















緒言           1 
第章 CMT における悪性度評価マーカーの探索と遺伝子発現解析 
1. 序文         4 
2. 材料と方法         6 
3. 結果        15 
4. 考察        26 
5. 小括        33 
 
第章 イヌ血漿由来エクソソームを用いた血管肉腫特異的 miRNA の同定 
1. 序文        34 
2. 材料と方法        36 
3. 結果        40 
4. 考察        49 
5. 小括        53 
 
第 III 章 乳腺腫瘍細胞での Cav-1 による悪性化メカニズムの解明 
1. 序文        54 
2. 材料と方法        55 
3. 結果        61 
4. 考察        64 
5. 小括        70 
総括         71 
謝辞         75 




CMT : canine mammary tumor 
HSA : hemangiosarcoma 
Cav-1 : caveolin-1 
MMP14 : matrix metalloproteinase 14 
uPA : urokinase plasminogen activator 
PAI-1 : plasminogen activator inhibitor type-1 
TEM8 : tumor endothelial marker 8 
RPS19 : ribosomal protein 19 
ZFP36 : zinc finger protein 36 
CASP2 : caspase2 
GALNTL6 : polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase-like 6 
VEGF : vascular endothelial growth factor 
EGFR : epidermal growth factor receptor 
GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
MET : wesenchymal epithelial transition factor 
IGF-IR : Insulin-like Growth Facter-Ⅰ Receptor 
ROR-1 : Receptor-tyrosine-kinase-like orphan receptor 1 
DIC : disseminated intravascular coagulation 
RT-PCR : reverse transcription polymerase chain reaction 
qRT-PCR : quantitative reverse transcription-PCR 
PBS : phosphate buffer saline 
FBS : fetal bovine serum 
RNA : ribonucleic acid 
tRNA : total RNA 
cDNA : complementary deoxyribonucleic acid 
mRNA : messenger RNA 
miRNA : micro RNA 
bp : base pair 
AREs : AU Rich Elements 
FNB : Fine needle biopsy 
QOL : Quality of life 






























 我が国の死亡原因の第 1 位は癌であり、癌の予防、完治は国民の最大の関心の１つ
である。ヒト医療においては、癌の分子メカニズムの研究が進み、エクソソーム、





























































の QOL の向上等の一助となるだろう。2007 年 2 月、ヒト乳がんでは外科的切除で得
られた病変組織から癌組織の 70 ものマーカー遺伝子発現を検証し、再発の可能性を


















 細胞株は、16 歳雑種犬の乳腺骨肉腫より樹立したイヌ乳腺骨肉腫細胞株 MCO-Y4、
51 歳白人女性より樹立したヒト乳がん株化細胞 MDA-MB-231、69 歳白色人種女性よ
り樹立したヒト乳がん株化細胞 MCF-7、東京大学外科学教室より提供のイヌ悪性乳腺
腫瘍細胞株 CIP-M、CTB-P[88]、本学獣医臨床腫瘍学教室より提供のイヌ乳腺悪性腫






Growth in nude mice 
生着 転移 
MCO-Y4 イヌ乳腺骨肉腫・転移性 ND ND 
CIP-M リンパ節転移巣 ○ ○ 
CTB-P 乳腺癌 ○ 腋窩、鼠径リンパ節・肺
RCM-SA 乳腺癌 ○ × 
RCM-Mc 乳腺癌 × ― 
  ND：Data なし 







3） total RNA(tRNA)抽出 
 培養細胞および採材乳腺組織は、氷上で RNAlater（Applied Biosystems）に 30 分間
浸漬した。RNeasy Mini kit (Qiagen,Heidelberg,Germany)と RNase-Free DNaseⅠ（Qiagen, 
Heidelberg, Germany）にて tRNA を抽出した。抽出の際に室温で 10 分反応させ脱 DNA
処理をした上で RNase free 超純水(Merck, Germany)によりカラムから抽出した。tRNA
は cDNA 合成まで-80℃で凍結保存した。 
 
4） cDNA 合成 
 tRNA の吸光度を吸光度計（Biospecnano,SHIMADZU）により測定し、tRNA 濃度
（μg/μl）を算出した。濃度より 1μg の tRNA を計算し、超純水（MilliQ）と合わせて
12μl となるように調整した。5×RT Buffer 4μl、10mM dNTPs 2μl、Oligo dT primers 1μl、 
ReverTra Ace (TOYOBO,Osaka,Japan) 1μl 、RNase inhibiter 1μl、RNase free 超純水を加
え 20μl とし、30℃で 10 分間、42℃・60 分、90℃・5 分加熱し cDNA を合成した。cDNA
は PCR 反応まで−80℃にて凍結保存した。 
 




buffer (BioLabs) 2μl、Taq DNA Polymelase （BioLabs） 0.2μl、ForwardとReverse プ









































ったDNA液を滅菌MQ水により 250μlにメスアップした。5M NHaOAcを 167μl加え、




 得られた DNA 溶液 3μl と pSTBlue-1 vecter（Novagen）、pGEM-T Vecter (Promega) 1μl
を滅菌した 0.5ml チューブ内で混合した後、DNA Ligation kit(Mighty Mix, TAKARA)
を 4μl 加え混合し、16℃の COOLNIT BATH 内で１時間反応させた。 
 
［3］ トランスフォメーション 
 -80℃で凍結保存しておいた大腸菌 (E.coli DH5α Competent Cells) 200μl を氷上で融
解した後、ライゲーション産物を慎重に混和し、氷上で 15 分間静置し、さらに 42℃、
90 秒間熱処理し、氷上で 5 分間静置した。次いで安全キャビネット内で 900μl の 2×YT
溶液を加え、37℃で１時間培養した。これを 7,000×ｇ、室温、3 分で遠心分離し、上
清を 200μl残し、菌体と懸濁した。これを 2％ X-Gal液を塗布したAmpicillin (0.1mg/ml)
添加 2×YT 寒天培地にプレーティングし、37℃で一晩培養した。 
 
［4］ Blue white selection と colony PCR 
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 寒天培地に White colony が形成されていることを確認後、滅菌エッペンドルフチュ
ーブに滅菌超純水（MilliQ） 158μl、10×Standard Taq Buffer 20μl、F、R プライマー 各
8μl(表２)、dNTP 4μl、Taq DNA Polymelase 2μl を調整し、目的の colony ができた数だ
け滅菌 PCR チューブに 12μl 分注した。新しい 2×YT 寒天培地のシャーレに格子を書
き、番号をふった。安全キャビネット内で、滅菌爪楊枝で white colony をひとつ取り、
PCR チューブの壁面にこすりつけ、大腸菌を PCR 反応液の中に落とした。爪楊枝の
先に残った大腸菌を新しい寒天培地の格子の中に納まるようにつけ、これをマスター
プレートとした。PCR 反応は、94℃で１分間反応後、denature 94℃･30 秒、annealing 
58℃･1分、extention 72℃･1分間で 35サイクル反応させた後、72℃･2分間反応させた。
PCR 反応後、6×Loading Buffer を混合した全量を 2.0％TAE アガロースゲルで 100V、
40 分間電気泳動し、エチジウムブロマイドで 40 分間染色した後、紫外線照射下で目
的とする大きさの位置のバンドの有無を確認した。 
 
［5］ プラスミド DNA 回収 
 マスタープレートより、colony PCR で遺伝子の増幅が見られたコロニーを選択し、
滅菌爪楊枝で Ampicillin (0.1mg/ml)添加 2×YT 液体培地に接種した。これを 37℃一晩
振盪培養した。この培養液より Quantum Prep Plasmid Mini Prep Kit (BIORAD)を用い
てプラスミドの回収を行った。このプラスミド回収方法は Kit の使用法に準拠して行
った。なお、回収 DNA 溶液量は 100μl とした。 
 
［6］ シークエンス 
 回収されたプラスミド DNA サンプル４μl に、1pmol に希釈したシークエンス反応
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用プライマー2μl（表 2）を PCR チューブ内で混合したのち、Terminator pre mix 4μl を
混合し、サーマルサイクラーで denature 96℃･10秒、annealing 50℃･5秒、extention 60℃･
4 分で 25 サイクル反応させた。この反応産物 10μl に 3M 酢酸ナトリウム 1μl と 95％
エタノール 25μl を加え撹拌後、室温にて 10 分間放置し、21,500×g、15 分、室温で遠
心分離した。得られた沈殿物を 180μl の 70％エタノールでリンスし、21,500×g、5 分、
室温で遠心分離した後、Micro Vac MV100 (TOMY)を用いて風乾した。この沈殿物を
Hi-Di ホルムアミド 25μl で溶解し、95℃で 2 分間加熱後、氷上にて 2 分間氷冷した。
このサンプル全量を Genetic Analyzer Sample Tube (P/N401957)に移し、Tube Septa 
(P/N401956)で蓋をしてシークエンサーにより、塩基配列を確認した。サンプルを ABI 
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)にセットし、キャピラリ電気泳動を行




7） Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)分析 
 qRT-PCR で使用したプライマーは表２に示した。検量線は、Cav-1、MMP14、uPA、
RPI-1 および、TEM8 を PST Blue-1 に組み込んだものを Template とし、108－102 コピ
ーの希釈系列を作り作製した。RPS19 の検量線は 108－103 コピーの希釈系列を作り作
成した。qPT-PCR は、SYBR green master mix（Qiagen）と iQ5/MyiQ Single-Color (Bio-Rad 





 抗体は 1.5ml チューブに分注し、等量のグリセロールを加え、-30℃フリーザーにて
保存した。一次抗体としては、抗 Cav-1・マウス抗体 610058（BD Biosciences）、ポリ
クローナル抗 MMP14・ウサギ抗体 ab88618（abcam）を、二次抗体としては、抗マウ
ス IgG 抗体 ab96873（DyLight®594. abcam）、抗ウサギ IgG 抗体  ab96894
（DyLight®650. abcam）を使用した。また核染色には DAPI を用いた（表 3）。 
 
表 3. 抗体および核染色液 
免疫染色抗体 
  一次抗体 二次抗体 
Caveolin-1 抗 Caveolin-1・マウス抗体 抗マウス IgG 抗体 
  希釈倍率 1：100（PBS） 希釈倍率 1：500（PBS）
MMP14 ポリクローナル抗 MMP14・ウサギ抗体 抗ウサギ IgG 抗体 




希釈倍率 1：1000（DAPI 保存液） 
 
［2］ Invadopodia assay 
 遮光した状態で 35mm/Glass base dish (IWAKI)の中央の窪みに 200μl の Oregon Green 
488 dye Gelatin をまき、余剰分を次のプレートへとまいた。Gelatin は 30 分、室温で
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乾かし、乾いたら 1×PBS 3ml で 3 回洗った。細胞はトーマの計算板により 3～6×105
個/ml とし、細胞浮遊培養液 3ml を plate にまき、37℃、CO2 インキュベーターで 4 時
間培養した。培養後、アスピレーターで培養液を吸い、1×PBS 3ml で 3 回洗った後、
4％ パラホルムアルデヒド 2ml を加え 5 分間、室温で固定を行った。固定液をアス
ピレーターで吸い 1×PBS 3ml で洗浄した。 
 10％ヤギ血清（NGS）200μl をシャーレ中央に加え、室温でシェーカーにて撹拌し
ながら 1 時間ブロッキングした。ブロッキング終了後、1 次抗体 200μl をのせ、シェ
ーカーで撹拌しながら 4℃にて Over night した。翌日、PBS 0.05% Tween 20 2ml で 5
分、3 回洗浄後、2 次抗体 200μl をのせ室温でシェーカーにて撹拌しながら 2 時間反
応させ、PBS 0.05% Tween 20 2ml で 5 分、3 回洗浄した。次に、DAPI 染色液を 2ml
のせ室温で 5 分間核染色を行った後、PBS 0.05% Tween 20 2ml で 5 分、3 回洗浄した。 
 共焦点レーザースキャン顕微鏡を用い、LSM5 PASCAL ; Car1 Zeiss、Frame モード
にて観察した。 
 
［3］ Invasion assay 
 BD Matrigel™Invasion Chamber 24-well Plate8.0 Micro (BD)を室温に戻し、プレートの
ウェル及びインサートに serum free DMEM （8％NaHCO３、penicillin-streptomycin 0.5％、
Gluta-MAX）培地を 2.0ml 入れた。その後、CO2 インキュベータで 2 時間水和させた。
浸潤用細胞浮遊液は、トーマの計算版を用いて、5×10個/ml とし、 serum free DMEM
培地にて調整した。水和終了後、ウェルおよびインサートの培地を吸引し、各ウェル
に 10% FBS 加 DMEM 培地を 2.5ml 入れた。各ウェルにインサートを入れ、そこへ細








 Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 共に Mann-Whitney U test を用いて、正常乳腺および
乳腺腫瘍性状ごとに統計解析を行った。各遺伝子発現量より Receiver Operator 
Characteristic Curve（ROC 曲線）を作成し、Youden index が最も高い検体の発現量を
カットオフ値に設定した。臨床病理的分類と遺伝子発現レベルによる分類での相関性






1） CMT 細胞株における遺伝子発現解析および浸潤能評価 
［1］ CMT 細胞株および正常乳腺組織での遺伝子発現解析 
 Cav-1 は MCO-Y4、CIP-M、RCM-SA で高い発現を示した。MMP14 および PAI-1 で
は、MCO-Y4、CIP-M で高い発現を示した（図 1）。TEM8 では、MCO-Y4、CTB-P で、
uPA では、RCM-SA にて高い発現を示していた。進行性で肺転移性のあるイヌ乳腺骨
肉腫細胞株の MCO-Y4 や、ヌードマウス移植実験において生着および転移の認めら






図 1. CMT 株化細胞および正常乳腺組織における Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1 およ
び TEM8 の遺伝子発現解析 
各 mRNA の発現量は RPS19 の発現量で補正し、縦軸に示した。相対定量値は mean±S.E
で示した（n=3）。 
 
［2］ Cav-1 高発現細胞株を用いた Invadopodia assay 
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MMP14 の発現がみられた（図 2）。また、Z 軸像において細胞のゼラチンに接する面
において、ゼラチン内部に進入するような細胞膜上に、Cav-1 と MMP14 の共発現が
認められ、ゼラチンが分解され浸潤突起の形成が確認された。一方、陰性対照である
MCF-7 では細胞内部での Cav-1 と MMP14 の発現および、Z 軸像における浸潤突起形
成は認められなかった。MCO-Y4、CIP-M では、XY 平面像において細胞内部での Cav-1
と MMP14 発現が確認でき、Z 軸像においても Cav-1 と MMP14 の共発現が認められ
ゼラチンが分解され浸潤突起の形成が確認された（図 2）。 
 
図 2.  Invadopodia assay による浸潤突起形成と Cav-1 および MMP14 発現の関連解析 
陽性対照として転移性ヒト乳腺腫瘍細胞株の MDA-MB-231 を、陰性対照として非転
移性ヒト乳腺腫瘍細胞株 MCF-7 を用いた。CMT 株化細胞は、qRT-PCR において Cav-1 
および MMP14 発現の高かった MCO-Y4、および CIP-M を使用した。免疫染色後、共
焦点顕微鏡により観察した。青色は Oregon Green 488 dye Gelatin、緑色は Cav-1、赤
色は MMP14 を、黄色は Cav-1 と MMP14 共発現部位を示す。XY 平面像の上側及び







［3］ uPA 高発現細胞株を用いた Invasion assay 
 浸潤性で uPA 高発現細胞株である、ヒト乳腺腫瘍細胞株 MDA-MB-231 では平均 457
個の細胞が、CMT 細胞株 RCM-SA では平均 95 個の細胞が浸潤し、高浸潤性であるこ
とが確認された(図 3.A-C)。一方、非浸潤性で uPA 低発現細胞株での浸潤細胞数は、
人乳腺腫瘍細胞株 MCF-7 では平均１個、CMT 細胞株 RCM-MC では平均 13 個であっ






図 3. ヒト乳腺腫瘍細胞株および CMT 細胞株を用いた Invasion assay 
（A）各細胞株での uPA 発現量。各 mRNA の発現量は RPS19 の発現量で補正し、縦
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軸に示した。相対定量値は mean±S.E で示した（n=3）＊＊:＜0.01。（B）Invasion assay
による各細胞株の浸潤細胞数。＊＊：＜0.01。（C）マドリゲル浸潤細胞の Diff-Quik
染色像。スケールバーは 100μm を示す。 
 
2） CMT 組織検体における遺伝子発現解析と病理組織学的悪性度の比較 
［1］ CMT 罹患犬 71 頭の概要（表 4） 
 犬種の内訳、情報を表 4 にまとめた。ミニチュア・ダックスフントが 20 症例、雑





ブルテリア、ペキニーズが各 1 症例だった。年齢は平均 10±2.21 歳（中央値：10 歳、
範囲：5〜15 歳）であった。性別は、未避妊雌が 54 症例、避妊雌が 16 症例、未去勢
雄が 1 症例であった。 
 
［2］ 腫瘍組織検体の概要と病理組織学的分類（表 5） 
 腫瘍組織検体の概要と病理組織学的分類を表 5 にまとめた。腫瘍の最長径は平均
3.2±2.6cm（中央値：2.5cm、範囲：0.5〜11cm）であった。病理組織学的分類は良性腫
瘍が 34 検体で、単純腺腫が 4 検体、複合腺腫が 19 検体、良性混合腫瘍が 11 検体で
あった。悪性腫瘍は 37 検体で、単純腺癌が 22 検体、複合腺癌が 13 検体、癌肉腫が 1
検体、骨肉腫が１検体であった。リンパ管、血管および腫瘍周囲組織への浸潤性が認
 20

















ペキニーズ 1 3.2±2.6 cm
ブルテリア 1 2.5 cm







アメリカン・コッカー・スパニエル 2 単純腺腫 4





ビーグル 4 単純腺癌 22
ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 5 複合腺癌 13
パピヨン 6 癌肉腫 1
シーズー 6 骨肉腫 1
雑種 7






























［3］ 正常乳腺および CMT 組織検体での遺伝子発現解析 























































   































































































































































































































































































































































各 mRNA の発現量は RPS19 の発現量で補正し、縦軸に示した。統計解析は
Mann-Whitney U test を行った。グラフの横線（－）は中央値を示す。＊：＜0.05、＊
＊：＜0.01。 
 
表 6. CMT 組織検体の遺伝子発現量の平均値、中央値、最小値および、最大値 
A     B 
 
C     D 
E 
  
(A) Cav-1、(B) MMP14、(C) uPA、(D) PAI-1、(E) TEM8。各遺伝子の発現量は、目的
遺伝子コピー数/RPS19 遺伝子コピー数の相対量で表した。  
平均 中央値 最小値 最大値 平均 中央値 最小値 最大値
正常乳腺
（n=6） 4.67.E-02 2.28.E-02 1.60.E-03 1.33.E-01
正常乳腺
（n=6） 4.36.E-02 2.82.E-02 4.03.E-03 9.75.E-02
CMT 組織サンプル
(n=65)
3.83.E-01 1.90.E-01 1.42.E-02 2.68.E+00 CMT 組織サンプル
(n=65)




2.86.E-01 1.97.E-01 1.63.E-02 2.13.E+00 良性腫
瘍
(n=30)




4.64.E-01 1.86.E-01 1.42.E-02 2.68.E+00 悪性腫
瘍
(n=35)




2.43.E-01 1.33.E-01 1.42.E-02 2.13.E+00 非浸潤性腫
瘍
(n=46)




7.05.E-01 5.19.E-01 2.76.E-02 2.68.E+00 浸潤性腫
瘍
(n=19)
7.20.E-01 6.06.E-01 9.95.E-02 1.97.E+00
Cav-1　遺伝子発
現
量 MMP14  遺伝子発
現
量
平均 中央値 最小値 最大値 平均 中央値 最小値 最大値
正常乳腺
（n=5） 1.24.E-01 7.23.E-02 3.76.E-02 2.12.E-01
正常乳腺
（n=5） 5.66.E-02 6.34.E-02 1.55.E-02 1.16.E-01
CMT 組織サンプル
(n=47)
1.06.E+00 2.28.E-01 1.76.E-04 1.03.E+02 CMT 組織サンプル
(n=47)




2.13.E-01 1.35.E-01 1.76.E-04 7.10.E-01 良性腫
瘍
(n=28)




2.31.E+00 4.31.E-01 2.72.E-02 2.21.E+01 悪性腫
瘍
(n=19)




8.67.E-01 1.41.E-01 1.76.E-04 2.21.E+01 非浸潤性腫
瘍
(n=35)




3.37.E+00 6.59.E-01 1.14.E-01 1.03.E+02 浸潤性腫
瘍
(n=12)






平均 中央値 最小値 最大値
正常乳腺
（n=5） 6.96.E-02 4.20.E-02 1.22.E-02 1.88.E-01
CMT 組織サンプル
(n=43)





















［4］ 各遺伝子における Cut off 値の設定と判別分析による診断制度の比較 
 遺伝子発現解析の結果より、非浸潤群と浸潤群にて有意な差が認められた Cav-1、
MMP14、uPA、TEM8 の ROC 曲線を作成し Youden index が最も高い検体の発現量をカ
ットオフ値に設定し、各々について判別分析にて浸潤性診断を行った（図 5、表 7-8）。
また、４遺伝子による浸潤性診断も行った。遺伝子診断結果と病理組織学的診断結果
を比較したところ、Cav-1 のみで正診率は 78.79%、MMP14 のみで 75.76%、uPA のみ
で 79.17%、TEM8 のみで 72.09%であった。4 遺伝子による判別分析では正診率が
86.11%であった。 
 
図 5. Cav-1、MMP14、TEM8、uPA 各遺伝子の ROC 曲線 
 


























































表 8. Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 単独および 4 遺伝子での浸潤性診断精度の比較 
 
各遺伝子において ROC 曲線を作成し、Youden index が最も高い検体の発現量をカッ
トオフ値に設定した。 (A) Cav-1、(B) MMP14、(C) uPA、(D) TEM8、(E) Cav-1、MMP14、
uPA および TEM8 における判別分析を用いた浸潤性診断。 
 
［5］ 予後追跡調査と Cav-1、MMP14、uPA および TEM8 遺伝子発現の比較 







非浸潤性 浸潤性 計 非浸潤性 浸潤性 計
40 5 45 40 5 45
9 12 21 11 10 21





















70.6% 81.6% 57.1% 88.9% 78.8% 66.7% 78.4% 47.6% 88.9% 75.8%
C D
非浸潤性 浸潤性 計 非浸潤性 浸潤性 計
35 0 35 23 4 27
10 3 13 8 8 16






































































表 9. 腫瘍性状、Cav-1、MMP14、uPA、TEM8 遺伝子発現量と予後の比較 
 







関与するとされる Cav-1、MMP14、uPA、PAI-1、および TEM-8 について発現解析を行
った。 
Cav-1 は、細胞形質膜上に認められるカベオラの主要構成膜タンパク質 Caveolin の
形成に関わる遺伝子である[11]。カベオラはスフィンゴ脂質と、コレステロールに富





0.23 0.18 0.13 0.00 再発
3 複合腺癌 非転移
生















































0.34 0.59 0.32 0.71 再発
26 複合腺癌 非転移
生
0.14 0.78 0.03 0.43 再発
27 複合腺腫 非転移
生










- - - 22.06 転移・死亡
53 単純腺癌 転移
生
0.24 0.10 5.81 - 転移
54 単純腺癌 転移
生
0.99 0.49 0.15 - 転移・死亡
55 癌肉腫 転移
生





1.41 0.33 - 0.24 転移・死亡
57 複合腺癌 転移
生





0.51 0.10 21.36 102.70 転移・死亡 遺伝子名 カットオフ値
59 単純腺癌 転移
生
2.24 0.18 3.33 - 転移・死亡 Cav-1 0.51
60 骨肉腫 転移
生
1.27 8.94 5.44 - 転移・死亡 MMP14 0.78
62 単純腺癌 転移
生
0.69 1.90 5.29 - 再発・転移 TEM8(×10-3) 0.65
63 単純腺癌 転移
生



















N-WASP、Arp2/3、Cortactin、Cofilin、Cav-1 や F-actin 等の蛋白質がその形成に関与し






CMT において、免疫組織化学染色(IHC)により悪性腫瘍において Cav-1 の高発現が
みられ、低発現症例と比較し生存率が低下すると報告されている[1,70,105]。本研究に





ロテアーゼである。uPA、uPA receptor および、そのインヒビターである PAI-1 により
uPA システムを構成し発現制御を行なっている[24,26]。uPA の前駆物質である pro-uPA
は内皮細胞、筋細胞など様々な細胞で生産され、正常では血中に微量（～１




や PAI-1 は新たな腫瘍マーカーとして注目を集め、2007 年 12 月には米国臨床腫瘍学
会(ASCO)がヒト乳腺腫瘍における新規腫瘍マーカーに推奨するなど、近年最も注目
を浴びる因子となり、ヒト乳腺腫瘍患者では ELISA 法による検査が行われ始めてい
る[3,21]。人の悪性乳腺腫瘍では、pro-uPA が PAI-1 の阻害能力以上に過剰に産生、分






 CMT では、IHC により uPA 高発現腫瘍において予後不良傾向になるとの報告があ
る[76,77]。本研究においても、uPA 遺伝子の高発現は、CMT 細胞の浸潤性能の獲得お
よび、悪性化への関与が示唆された。 
















いわれている。本研究においてもヒト乳癌での報告同様に、CMT にいても TEM8 高
発現は腫瘍の悪性度ならびに予後悪性化との相関が確認された。 
 CMT 細胞株を用いた遺伝子発現解析において、悪性度の高い株化細胞である










 次に、CMT 株化細胞を用いて Cav-1 および uPA による浸潤機構の解析を行った。
Cav-1 は細胞外基質分解活性を持ち腫瘍細胞の転移、浸潤機構に関与する Invadopodia
形成および、その分解活性を担う MMP14 の輸送や局在を制御している。悪性 CMT
における Cav-1 および MMP14 の発現と Invadopodia 形成の関連を調べる為に、
Invadopodia assay を行った。Invadopodia assay において、非転移性ヒト乳腺腫瘍細胞
株である MCF-7 では、細胞内部での Cav-1 発現、並びに浸潤突起形成とゼラチン分
解は認められなかった。一方、転移浸潤能の高いとされるヒト乳腺腫瘍細胞株
MDA-MB-231、また、qRT-PCR において Cav-1 および MMP14 の発現が高かったイヌ
乳腺骨肉腫細胞株 MCO-Y4、CMT 細胞株 CIP-M において、細胞内部での Cav-1 と
MMP14 の発現が観察され、Invadopodia 形成とゼラチン分解が認められた。以上のこ
とから、CMT 細胞株における Invadopodia 形成、浸潤能獲得に Cav-1 および MMP14
の関与が示唆された。ヒト乳腺腫瘍において、Invadopodia 形成部分では Cav-1 と
MMP14 が共発現しており、Cav-1 が MMP14 の細胞膜への輸送、局在の調節をしてい
ると報告されている。本実験においても、Cav-1 と MMP14 共発現が認められた。そ
の局在としては、細胞腹側底部の Invadopodia 膜表面には Cav-1 が高発現しており、
Cav-1発現部位に接する細胞内側にMMP14の発現が認められた。このことから、Cav-1
は Invadopodia 膜表面を形成し、細胞外基質を分解し伸長する際に MMP14 の局在を
細胞膜表面へと移動させ、Invadopodia が細胞外基質分解能を獲得すると考えられる。 
 ヒト転移性乳腺腫瘍において Invadopodia は、細胞骨格の形成に関与するアクチ
 31
ン重合タンパク質である N-WASP、Arp2/3、Cortactin、Cofilin、F-actin により、安定
化されると考えられている。一方、Cav-1 と MMP14 は、腫瘍の転移能獲得に重要な
役割を担っている[98,99]。本研究において、CMT においても Cav-1 と MMP14 は、腫
瘍の転移能獲得に重要な役割を担っていることが示唆された。 
 uPA と細胞浸潤能の関連性を調べるため、Invasion assay による解析を行った。
qRT-PCR にて uPA 高発現を示した MDA-MB-231 および RCM-SA では、uPA 発現量に
比例し浸潤細胞数も多かった。一方、uPA 低発現細胞株である MCF-7 および RCM-Mc
では浸潤細胞数も少なかった。以上のことから、uPA は細胞浸潤の誘導に関連する因
子であることが示唆された。また、Invadopodia 形成に重要な役割を果たす Cav-1 と、









uPA の詳細なメカニズムがわかっていないため、詳細な uPA 発現解析は、獣医療にお
けるより的確な治療の選択に役立つと考えられる。 
 CMT 組織検体における遺伝子発現解析と病理組織学的診断との評価において、










細胞より放出された過剰な uPA および pro-uPA を阻害するために結合し、不足した状
態になっていると考えられる。PAI-1 の発現解析は、より早期ステージでの再検討が
必要である。 
判別分析において、Cav-1 のみで正診率は 78.79%、MMP14 のみで 75.76%、uPA の


























2） CMT 株化細胞による浸潤能試験により、CMT における Cav-1、MMP14 発現と
Invadopodia 形成による浸潤能獲得と、uPA 発現と浸潤能獲得の関連が示唆された。 
3） CMT 組織検体における遺伝子発現解析と病理組織学的診断の比較および予後調




第Ⅱ章 イヌ血漿由来エクソソームを用いた血管肉腫特異的 miRNA の同定 
 
1. 序文 














ション機構として注目されている[75]。エクソソームは 1977 年に Ronquist らに発見





ションを担っている[44,46,52,75]。miRNA は約 20 塩基の蛋白質に翻訳されない小分
























 本研究では血中エクソソーム検体より、HSA 特異的に発現量が増加する miRNA を




 本学伴侶動物医療分野・伴侶動物内化学教室より提供の正常 4 検体、イヌ HSA14 検
体、リンパ腫 7 検体、メラノーマ検体 7 および、CMT5 検体の血漿を用いた。 
 
2） マイクロアレイ解析 
 正常犬 2 検体と HSA 罹患犬 2 検体の血漿をそれぞれ 1ml ずつ採取した。血漿からの
tRNA 抽出並びにマイクロアレイ解析は EXIQON 社に委託した。マイクロアレイ解析
後、クラスター解析によりスクリーニングを行い、既存のイヌ miRNA データベース






を 1.5ml エッペンに移し、Total Exosome Isolation from plasma (Life technologies)を用い
てエクソソーム抽出を行った。方法は kit の使用法に準拠して行った。エクソソーム
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ペレットを滅菌 PBS 200μl で再縣濁した。再縣濁溶液を超音波で 5 分、interval 0.5 分
で破砕(OprimaTM Ultracentrifuge)し、エクソソーム抽出溶液として cDNA 合成に使用し
た。 
 
4） Total RNA 抽出 
 血漿サンプルから抽出したエクソソーム溶液より、miRCURY RNA Isolation 
Kit-Biofluids (EXIQON)を用いて tRNA の抽出を行った。方法は kit の使用法に準拠し
て行い、RNase free water 50μl で溶出し、tRNA 溶液とした。 
 
5） cDNA 合成 
 cDNA 合成は抽出した tRNA 6μl を使用し、各々に miRCURY LNA TM Universal RT 
microRNA PCR Universal Synthesis Kit Ⅱ 8-64 rxns (EXIQON)の 5×Reaction Buffer 2μl、
RNase free water 1μl、Enzyme mix 1μl を加え 10μl とし、42℃60 分間、95℃5 分間にて、
cDNA を合成した。 
 
6） qRT-PCR による miRNA の定量 
 miRNA の発現定量を行うためにを用いて qRT−PCR を行った。qRT−PCR には
ExiLENT SYBR Green master mix (EXIQON)を使用した。プライマーは EXIQON 社よ
り各ターゲット miRNA の LNA™ PCR primer set を購入した（表 10）。miRNA は種を
超えて保存性が高いため、プライマーは共通に使用できることが多い。本実験で使用
したヒト用のプライマーセット(hsa)は、イヌでも相同な miRNA と確認できたものを
使用した。また cfa は、イヌ miRNA 用のプライマーであることを示す(表 10)。qRT-PCR
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は、THUNDERBRIRD TM SYBR® qPCR MIX (TOYOBO)を用い、CFX96TM Real-Time 
System (BIO-RAD)にて反応を行った。 
 
7） 比較 Ct 法(ΔΔCt 法)による miRNA の発現比較  
 各サンプルの miRNA の発現量は、ΔΔCt 法を用いて比較した。本研究においては、
マイクロアレイにおいて恒常的な発現を示した miR-191 を内在性コントロールとし
た。また、それぞれの遺伝子発現量解析において、各サンプル 3 回の Ct 値の平均を
「平均 Ct 値」とした。算出した「ターゲット遺伝子の平均 Ct 値」から「内在性コン
トロール遺伝子の平均 Ct 値」を引いた値を「ΔCt 値」とする。次に各因子について、




8） 標的遺伝子の検索  
 マイクロアレイによって選定した候補因子のうち、qPCR で有意に高い発現を示し
た miR-551b-3p の標的遺伝子を、 
miRNA name Target sequence(5'-3')













いたmiRNAのprimer set product NO.
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(1) miRDB  (http://www.mirbase.org/index.shtml) 
(2) microRNA.org  (http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do) 
(3) Targetscan Human7.0  (http://www.targetscan.org/vert_71/)   
    の三種の異なるデータベースを基に検索した。 
 
9） プラスミドおよび miRNA mimic トランスフェクションと Dual luciferase assay 
（酪農学園大学 遺伝子組換え実験番号 170） 
 HEK293 細胞へ、ルシフェラーゼ遺伝子の下流に ZFP36 の 3’UTR を導入した ZFP36 
3’UTR psiCHECKTM-2Vector と共に miR-551b を Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Life 
Technologies) および Opti-MEM® I Reduced Serum Medium (Life technology)用いて 48
時間トランスフェクションを行った。コントロールとして、control siRNA mimics 
(QIAGEN)を用いた。トランスフェクション後、細胞を回収し、Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System (Promega)に従い、Dual luciferase assay を行った。測定には、
Luminescencer –JNR AB-2100 (ATTO Bio-INSTRUMENT)用いた。 
 
10）統計解析 
 HSA、リンパ腫、メラノーマおよび CMT の miRNA の発現解析はΔΔCt 法を用い、




1） 症例犬 33 頭の概要（表 11） 





ンが各 1 症例だった。年齢は平均 12±3 歳（中央値：12 歳、範囲：7〜16 歳）だった。
性別は、未避妊雌 4 症例、避妊雌 6 症例、避妊不明雌 3 症例、未去勢雄 1 症例、去勢
雄 13 症例、去勢不明雄 6 症例であった。腫瘍の内訳は、HSA14 症例、リンパ腫 7 症

















ジャック・ラッセル・テリア 1 未避妊雌 4
トイ・プードル 1 避妊雌 6
ジャパニーズ・スッピツ 1 雌（ND） 3
レオンベルガー 1 未去勢雄 1
ミニチュア・ピンシャー 1 去勢雄 13




ビーグル 1 血管肉腫 14
パピヨン 1 リンパ腫 7







ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 2 平均±SD 12±3 years
ゴールデン・レトリバー 3 中央値 12 years
雑種 3 範囲 7 to 16 years








2） イヌ血漿中 miRNA の網羅的解析 
［1］ マイクロアレイ解析 (図 6) 
  正常犬血漿と HSA 罹患犬血漿各 1ml のサンプルそれぞれ 2 頭ずつから tRNA を
調整し、既存のイヌ miRNA データベースを基にしたマイクロアレイ解析を EXIQON
社に依頼し、それぞれの発現量の比較解析を行った。シグナル強度の分布を調べた結
果、正常犬血漿間での比較では、発現量が 2 倍以上違うものはほとんどなく、血漿中
の miRNA の含有量は個体間で大きな違いはないということが明らかとなった(図 6)。
次に正常犬血漿の平均値に対して HSA 罹患犬１と２における発現量の比較を行った




図 6. 正常犬血漿サンプルと HSA 罹患犬血漿サンプルにおける Fold change 
正常血漿、HSA 罹患犬血漿の miRNA 発現量を比較解析した結果である。 
A は、X 軸：正常血漿１、Y 軸：正常血漿 2 を比較した結果である。 
B は、X 軸：正常血漿１と 2 の平均値、Y 軸：HSA 罹患犬血漿１を比較した結果であ
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る。C は、X 軸：正常血漿１と 2 の平均値、Y 軸：HSA 罹患犬血漿 2 を比較した結果
である。赤線は Fold change の 2 倍と１/2 倍を示す。 
 
［2］ クラスタリング解析 
 HSA マーカー候補因子を絞り込むために、クラスタリング解析を行った。Fold 
change が２倍以上、データの信頼性 (シグナル強度[高いサンプルの値＞シグナルの中
央値×1.5]、重複スポットの再現性[%CV＜50])が確認できるものの中からマーカー候
補の絞り込みを行った。Dog miRNA データベースに対応している 264 種類の miRNA 





高くなる miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の
6 つの miRNA に絞って比較した（図 7-B）。正常群と HSA 群において、これらの６つ
の miRNA のシグナル強度の平均値を比較したところ、HSA 群で 1.1 倍から 7.2 倍に




図 7. イヌ miRNA アレイデータのクラスタリング解析  




3） 血液由来エクソソームに内包される HSA 診断候補マーカーmiRNA の定量解析 
 血液中の miRNA はエクソソームに多く含まれていることが知られている。特に、
ガン由来のエクソソーム中の miRNA は、ガンの診断に用いられている。そこで本研
究では、HSA、リンパ腫、メラノーマ及び CMT 血漿エクソソーム中の miR-503b、
miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の 6 種類の miRNA に関
して、qRT-PCR によるΔΔCt 法を用いて発現解析を行った。各 miRNA の Ct 値を標
準化するための内部標準として、マイクロアレイデータより発現変動が比較的少ない













miR-551b では、HSA において、リンパ腫（＊＜0.05、図 8）、メラノーマ（＊＊＜0.01、
図 8）および、CMT(＊＊＜0.01、図 8)と比較して有意に高い発現が認められた。以上
より、miR-551b は HSA 特異的な診断マーカーとなる事が示唆された。 
 
 
図 8. 正常、HSA、リンパ腫、メラノーマおよび CMT 血漿におけるエクソソーム中
miRNA 発現解析 
miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a では、正常、HSA、メラノー
マおよび CMT での発現比較を、miR-551b は正常、HSA、リンパ腫、メラノーマお
よび CMT での発現比較を行った。各 miRNA の発現量は miR-191 にて補正した。 



































































































































































4） miR-551b 標的遺伝子の検索 
［1］ miRNA データーベースにおける検索 
  qRT−PCR により、HSA で特異的に高発現を示した miR-551b が標的とする mRNA
を以下のデータベースにて検索した。 
A) miRDB (http://www.mirbase.org/index.shtml)   
B) Targetscan Human7.0 (http://www.targetscan.org/vert_71/)   
C) microRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do) 














(A) miRDB ：Target score が 80 以上のもので信頼度が高い (B) Targetscan 





［2］ miR-551b と ZFP36-3’非翻訳領域での配列相同性検索 
 Targetscan Human7.0(http://www.targetscan.org/vert_71/) により miR-551b と ZFP36-3’
非翻訳領域との配列相同性を確認した。その結果、miR-551b は ZFP36-3’非翻訳領域
の 9 塩基と相同性を示すことがわかった(図 9)。 
 
図 9. ZFP36-3’非翻訳領域における miR-551b との相同配列 
 
［3］ プラスミドベクターを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 miR-551b が ZFP36-3’非翻訳領域に結合し、翻訳阻害を行うかを、HEK293 細胞を用
いてルシフェラーゼレポーターアッセイにより確認した。コントロールでのルシフェ
ラーゼ活性を 100％とし、測定したところ miR-551b mimic をトランスフェクションし




図 10. ルシフェラーゼレポーターアッセイにおける相対活性 
Control での活性を 100%とし、miR-551b mimic トランスフェクション細胞とのルシフ
ェラーゼ活性を相対的に比較した。＊＊：＜0.01。 
 
5） HSA 症例における追跡調査 (表 13) 
 HSA 症例における臨床、病理組織学的診断結果、追跡調査および miR-551b 発現の
比較を行った。HSA 症例では、ほとんどが予後不良傾向にあり、miR-551b の発現も
高く、転移や DIC を伴う症例では正常と比較し、2 倍以上の発現を示す傾向が確認さ











































の特徴を反映すると言われている。エクソソーム内包物である miRNA は、20 塩基程
No. 品種 性別 避妊・去勢 診断 予後 miR-551b
1 レオンベルガー ♀ 避妊 HSA(脾臓) - 1.89
2 雑種 ♂ 去勢 HSA(脾臓) リンパ節転移 1.57
3 ゴールデン・レトリバー ♂ 去勢 HSA(脾臓) DIC 2.36
4 ゴールデン・レトリバー ♂ 去勢 HSA(脾臓) 皮膚腫瘤 2.36
5 ヨークシャー・テリア ♂ 未去勢 HSA(脾臓) 肝転移 3.05
6 ミニチュアシュナウザー ♂ 去勢 HSA(脾臓) 全身転移 1.88
7 ミニチュアシュナウザー ♀ 避妊 HSA(脾臓) 仙骨、下腹リンパ節へ転移・死亡 0.76
8 スピッツ ♀ 避妊 臨床的HSA 転移・死亡 2.12
9 ウェルッシュコーギー ♀ - 臨床的HSA(心・脾臓) DIC 2.12
10 ビーグル ♂ 去勢 HSA(脾臓) - 11.62
11 ｼﾞｬｯｸ･ﾗｯｾﾙ･ﾃﾘｱ ♂ 去勢 臨床的HSA - 0.35
12 フレンチ・ブルドック ♂ - 臨床的HSA(心臓) - 7.47
13 雑種 ♂ 去勢 HSA(肝臓) 小腸転移 4.27
14 フレンチ・ブルドック ♂ 去勢 HSA(脾臓) 肺転移・DIC 3.73
 50
のタンパク質に翻訳されない小分子 RNA であり、mRNA の 3’末端に配列相補的に結
合し、ターゲット遺伝子の発現調節を行っている。腫瘍においては、抑制性 miRNA、







診断マーカーとして、エクソソーム内 miRNA に注目し、発現解析を行った。 
 本研究における正常犬および HSA 罹患犬でのマイクロアレイ解析の結果、
miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の 6 つの miRNA
において HSA 罹患犬での高発現が確認された。この 6 つの miRNA に関して、HSA
早期診断マーカーとして有用であるかを検討した。miR-503b、miR-193b、let-7e、
miR-423、miR-451a は、正常犬、HSA、メラノーマおよび、CMT 症例で、miR-551b
では、正常犬、HSA、リンパ腫、メラノーマおよび、CMT 症例における miRNA 発現
解析を行った。miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423 および、miR-451a では、各腫
瘍間での発現に優位な差は認められなかった。一方、miR-551b ではリンパ腫、メラ
ノーマ、CMT と比較し HSA にて有意に高い発現が認められ、miR-551b がイヌ HSA
特異的な診断マーカーとして有用である可能性が示唆された。しかし、比較検討を行
なった症例数が少ないため、今後比較症例数を増やすこと、また様々なグレードの腫
瘍での発現比較を行っていく必要がある。次に、miR-551b のターゲット mRNA を
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miRDB、Target scan、miRNAorg の 3 つのデータベースにて検索した。3 つのデータベ





セイを行った。ルシフェラーゼレポーターアッセイでは、miR-551b による ZFP36 の
優位な活性低下が確認された。miR-551b による ZFP36 の発現制御を行っている事が
示唆された。 
 現在、Homo Sapiens ではおよそ 2,600 種類の miRNA が発見されている。一方、本
研究のマイクロアレイで解析したイヌ miRNA は 264 種類である。これは解析当時の
既知イヌ miRNA の検出が可能なプローブの種類を反映したものであり、現在は 500
種類程同定されている。また、同じ哺乳類である Mus musculus に関しては 1,900 種











 本研究において同定されたイヌ HSA 診断マーカーmiR-551b は、予後不良で再発率
の高い人急性骨髄性白血病マーカーとしての有用性が報告されている[22]。本研究に
おいて miR-551b の標的遺伝子として選択した ZFP36 は、A、U の多い配列 AREs に
結合し、すばやく mRNA の分解を行う役割を担っている[32]。サイトカインや増殖因





も、VEGF や VEGF 受容体が高発現している[67]。ZFP36 は、VEGF などの成長因子
を強力に制御していることから、miR-551b による ZFP36 の発現抑制が、VEGF の作
用を間接的に増強することで、血管新生及び腫瘍細胞の増殖が促進されると考えられ
る。本研究では、miR-551b 高発現症例における ZFP36、VEGF の発現解析まで至らな
かった。実際に HSA 症例において、ZFP36、VEGF の発現低下を確認する必要がある。 
 miRNA による標的 mRNA の認識は配列特異的であるが、seed 配列がきわめて短い
事もあり、１種類の miRNA は複数の mRNA を標的とし、逆に 1 種類の mRNA は複
数の miRNA によって制御されている[4,51]。miR-551b は、CASP-2 などの遺伝子も標
的とする可能性が高い(表 10)。CASP-2 は、アポトーシス誘導の初期に働くイニシエ
ーター・カスパーゼの一種である[47]。miR-551b による CASP-2 の抑制作用は、腫瘍
細胞のアポトーシス回避などに働くことが考えられる。また、miRDB の検索により、














1） 正常犬血漿とイヌ HSA 血漿におけるマイクロアレイ解析により、miR-503b、
miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、miR-551b の 6 つ遺伝子マーカー
候補が選出された。 
2） HSA、リンパ腫、メラノーマおよび CMT における miRNA 発現解析により、
miR-551b の HSA 診断マーカーとしての有用性が示唆された。 
3） miR-551b 標的遺伝子検索およびルシフェラーゼレポーターアッセイにより、
miR-551b の標的遺伝子として ZFP36 が同定された。 
4） miR-551b 発現と予後追跡調査より、miR-551b と予後悪性化の相関が確認された。 
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エクソソームは、1977 年に Ronguist らによって発見され[74,96]、1987 年に John stone
らがヒツジ網状赤血球から分泌された小胞にその名をつけたことに始まる[40,74]。
2007 年に Yu らが、エクソソームに miRNA が内包されていることを報告して以降、








































2） RNA 干渉 
 RNA 干渉には、Stealth select RNA interference for cav1 (Invitrogen:HSS141466)、ネガテ
ィブコントロールには、Stealth RNAi™ siRNA Negative Control Lo GC Duplex #2(Thermo 
Fisher)を使用した。70%コンフレント細胞へ、Lipofectamine® RNAiMAX Transfection 
Reagent (Invitrogen)および Opti-MEM® Medium(Thermo Fisher)を用いて、siRNA をトラ
ンスフェクションした。操作は Lipofectamine® RNAiMAX Transfection Reagent に従い、
37℃・5%CO2 条件下で 48 時間培養した。 
 
3） Western blotting 
 サンプル 17.6μl と非還元型サンプルバッファー4.4μl を混和し、1 レーンあたり 20μl
を、10%濃度ゲル、300V・10mA・120 分の条件で SDS-PAGE を行った。その後、セ
ミドライブロッティング装置を用いて、300V・92mA・50 分の条件で PVDF 膜
（Millipore :ISEQ00010）への転写を行った。ブロッキングを目的として、PVDF 膜を
3%スキムミルクで室温・1 時間振盪を行った。その後、洗浄用 PBS で室温・15 分間
振盪を行った。この洗浄工程を 2 回繰り返し行った。 
 一次抗体として、Cav-1 ab18199（abcam）、エクソソーム表面蛋白質として認知され
ている CD9 ALB6（Santa Cruz Biotechnology）、内部標準として GAPDH FL-335(Santa 
Cruz Biotechnology)を使用した。室温で 1 分時間インキュベート後、洗浄用 PBS で室
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温にて 15 分間振盪を行った。この洗浄工程を 2 回繰り返し行った。二次抗体として、
Cav-1 は Anti-rabbit IgG170-6515（Bio Rad）、CD9 は Anti-Mouse IgG W4021（Promega）、
GAPDH は Anti-rabbit IgG170-6515（Bio Rad）を使用した(表 14)。室温・1 分時間イン
キュベートした後、洗浄用 PBS で室温・15 分間振盪を行った。この洗浄工程を 2 回
繰り返し行った。ECLTM Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を加え、
1 分間静置した後、EZ Capture Ⅱを使用し測定を行った。 
 
表 14. Western blotting に用いた抗体および希釈倍率 
Western blotting 抗体 
一次抗体 二次抗体 
Caveolin-1 抗 Caveolin-1 抗ラビット IgG 抗体 
希釈倍率 1：100（0.3%スキムミルク） 1：2500（0.3%スキムミルク）






抗ラビット IgG 抗体 
1：3000（0.3%スキムミルク）
 
4） Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)分析 
 qRT-PCRでは、第一章で用いたCav-1およびRPS19プライマーを用いた。検量線は、
Cav-1 を PST Blue-1 に組み込んだものを Template とし、108－102 コピーの希釈系列を
作り作製した。RPS19 の検量線は 108－103コピーの希釈系列を作り作成した。qPT-PCR
は、THUNDERBIRP™SYBR®qPCRMix(TOYOBO)と iQ5/MyiQ Single-Color(Bio-Rad 
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Laboratories Inc., Hercules,CA,USA)を用いた。 
 
5） Wound healing assay 
 コンフルエントに達した細胞の一部を、1000μl チップの先端を用いて細胞を剥がし




 コンフルエントに達した MDA-MB-231 を PBS で 3 回洗浄した後、10%FBS 不含の
DMEM 培地に切り替え、37℃・5%CO2 条件下で 48 時間培養した。その後、培養上清
を回収し、細胞片や多胞体の除去を目的として、段階的に 4℃・300×g・10 分、4℃・
2,000×g・20 分の条件で遠心を行い、上清を Millex-GV 0.22μm フィルタ （ーMillipore）
に通した。上清を OptimaTMMAX-E Ultracentrifuge（BECKMAN COULTER）にて 4℃・
210,000×g・60 分の条件で超遠心し、上清を除去後、ペレットを PBS で再懸濁した。
洗浄を目的とし、同様に 4℃・210,000×g・60 分の条件で超遠心し、上清を除去後、
適量の PBS で懸濁したものをエクソソーム溶液とした。 
 
7） 生乳からのエクソソーム分離 
 生乳を 4℃・2,800rpm・15 分の条件で遠心し、脂を取り除いたものを脱脂乳とした。
脱脂乳を 37℃で 15 分間温浴した。1%volume の酢酸を添加し、転倒混和した後、室
温で 5 分間インキュベートした。その後、4℃・10,000×g・10 分の条件で遠心し、上
清を Millex-GV 0.22μm フィルターに通したものを乳清とした。乳清を
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OptimaTMMAX-E Ultracentrifuge にて 4℃・210,000×g・70 分の条件で超遠心し、上清を
除去後、ペレットを PBS で再懸濁した。洗浄を目的とし、同様に 4℃・210,000×g・
70 分の条件で超遠心し、ペレットを PBS で再懸濁した。この洗浄工程を 2 回繰り返
し行い、最終的に適量の PBS で懸濁した。夾雑蛋白質の除去を目的として、最終的
にペレットを PBS で懸濁したものを 4℃・10,000×g・５分の条件で遠心し、上清を新
たなマイクロチューブに移し、これをミルクエクソソーム分画とした（図 10）。 
 









 PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Kit（SIGMA）を使用した。同キット付属品であ
る Diluent C 1ml に対して PKH67 染色液 4μl を加え、4μM PKH67 溶液を作った。等
量のエクソソーム溶液に 4μM PKH67 溶液を混合し、室温で 5 分間インキュベートし









 35mm Glass Base Dish（IWAKI）に MDA-MB-231 細胞を播種し、37℃・5%CO2 条件
下で 48 時間前培養を行った。PBS で洗浄を行った後、10%FBS 不含の DMEM 培地に
切り替え、蛋白質量 10μg の標識済エクソソームを添加し、37℃・5%CO2 条件下で 6
時間培養を行った。PBS で 3 回洗浄を行った後、4%パラホルムアルデヒド（4%PFA）
を加え、室温で 5 分間固定処理を行った。PBS で 3 回洗浄を行った後、核染色を目
的として、NucBlue® Fixed cell Stain ReadyProbes TM reagent（Life technologies）を加え、





1） Cav-1 KD による遊走能試験 
［1］ Stealth-RNAi による Cav-1 のノックダウン（KD） 
 ヒト転移性乳腺腫瘍細胞株である MDA-MB-231 を Stealth-RNAi を用いて、Cav-1








図 12. 定量的 PCR による Cav-1 遺伝子発現量の比較 
















［2］ Wound healing assay による細胞遊走能評価 
 MDA-MB-231 細胞をシャーレにてコンフルエントまで培養し、一部をチップの先
端を用いて細胞をはがした。その後、光学顕微鏡下で 0 時間、8 時間、24 時間での細
胞の遊走能を観察した。Control と比較し、Cav-1 KD 細胞では遊走能が低下していた
(図 13)。 
 
図 13. Wound healing assay による細胞遊走能の比較試験 
70％コンフルエントの MDA-MB-231 細胞を用い、1000μl チップの先端を使用し細胞
を剥がした。剥がした直後を 0 時間とし、0 時間、8 時間後、24 時間後を光学顕微鏡
10×10 倍にて観察した。スケールバーは 100μm を示す。 





2） Cav-1 KD によるエクソソーム量の変化 








図 14. ウエスタンブロット法による培地上清中エクソソーム CD9 の発現比較 
 
3） 正常牛由来ミルクエクソソームの分離 
 正常牛由来ミルクエクソソームを、超遠心法を用いて回収した。回収したエクソソ  












4） MDA-MB-231 における Cav-1 発現とエクソソーム取り込み能解析 
 ヒト乳腺腫瘍細胞株である MDA-MB-231 において、PKH 標識正常牛由来ミルクエ
クソソームの取り込みが観察された。Cav-1 KD MDA-MB-231 においてもエクソソー
ムの取り込みが見られ、その取り込み量に有意な差は見られなかった(図 16)。 
 
図 16. ヒト乳腺腫瘍細胞株 MDA-MB-231 におけるエクソソーム取り込み像   
PKH-67 標識エクソソーム 10μg を添加し、37℃・5%CO2 条件下で 6 時間培養を行っ
た。その後、蛍光顕微鏡にて細胞へのエクソソーム取り込みを観察した。 








































本実験では、ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231 を使用し Cav-1 の発現と細胞遊走能お
よびエクソソームの取り込み機構との関連を調べた。Wound healing assay において
Cav-1 KD での腫瘍細胞遊走能の低下が確認された。Cav-1 はカベオラを形成し細胞外
からのコレステロールの取り込み、細胞内シグナル伝達、細胞遊走に関与する[11]。
癌細胞における遊走能に必要な栄養の不足、膜構造の変化が遊走能の低下につながっ
たと示唆される。次に、MDA-MB-231 での Cav-1 発現と放出エクソソーム量に関して
調べた。Cav-1 KD において、細胞培養液上清のエクソソーム量が増加しており、取
り込み能の低下および放出量の増加が示唆された。PKH 標識ミルクエクソソームの取










しては、細胞の種類により様々な報告がある。ヒト鼻咽頭癌細胞株の CNE1 では Cav-1
の KD において、有意にエクソソームの取り込みが低下した[64]。一方、マウス胚線
維芽細胞(MEF)においては Cav-1 の KD においてエクソソームの取り込みが増加し、
Cav-1 はエクソソームの取り込みをネガティブにコントロールしている可能性を示唆
している[85]。また、ラット副腎褐色細胞腫由来 PC12 細胞において、Cav-1 発現と取
























細胞間コミュニケーション機構の解明を行っていきたい。CMT における Cav-1 とエ
クソソーム取り込み機能に関して、Cav-1 高発現イヌ乳腺骨肉腫細胞株である
MCO-Y4 では、PKH 標識エクソソームの取り込みを確認している（データ未掲載）。














































 本研究では、CMT およびイヌ HSA において、その診断制度が問題となっていた形
態的な評価方法に代わり、予後予測も可能となる遺伝子診断法の開発と乳腺腫瘍にお
ける Caveolin-1 を介した悪性化メカニズムの解明を目的とした。 
 第Ⅰ章では、CMT 株化細胞を用いた悪性化メカニズムに関する分子機構の解明お
よび、CMT 罹患犬より得られた CMT 組織検体における遺伝子発現と病理組織学的悪
性度との比較をした。CMT 株化細胞における遺伝子発現解析により、Cav-1、MMP14、
uPA、PAI-1、および TEM8 は CMT における悪性度評価の候補遺伝子となる可能性が
示唆された。CMT 株化細胞において、Cav-1 および MMP14 は Invadopodia 形成によ
る悪性化機構へ関与すること、また uPA 発現が腫瘍細胞の浸潤能の獲得に関与するこ
とが示唆された。これは、ヒト乳がん細胞における報告と一致していた。CMT 組織






















特異的 miRNA の同定を行なった。本研究では、正常犬および HSA 罹患犬でのマイク
ロアレイ解析の結果から、miR-503b、miR-193b、let-7e、miR-423、miR-451a および、
miR-551b の 6 つの HSA 診断候補マーカーmiRNA が同定された。この 6 つの miRNA
に関して、正常犬、HSA、リンパ腫、メラノーマおよび、CMT 症例での発現解析を
行い HSA 早期診断マーカーとして有用であるかを検討した。各腫瘍間での発現解析
の結果、miR-551b がイヌ HSA 特異的診断マーカーとして有用であることが示唆され
た。また、データベースを用いた miR-551b 標的遺伝子検索により、ZFP36 に注目し
た。ルシフェラーゼレポーターアッセイにより、miR-551b が VEGF などの成長因子




















トーシス阻害剤である Filipin や Nystatin、マクロピノサイトーシス阻害剤である









 本研究では、CMT 組織検体における診断マーカーとして Cav-1、MMP14、uPA およ
び TEM8 が、HSA における有用なバイオマーカーとして miR-551b が見つかった。CMT
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